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論文内容の要旨
緒論  
 近年，日本は，湿度が高く，亜熱帯地域といっても良いほどに気温の上昇がみられ
る．環境真菌は発育の至適環境が湿度 50%以上，気温  25～30℃であることから，我
が国の環境は真菌の生育に適している．さらに，我が国の医療は高度化し，高齢化な
どにも伴い，真菌感染症の頻度は増加傾向にある．真菌感染症はその感染部位により，
表在性真菌症と深在性真菌症に大別される．一般的に真菌感染症のほとんどは免疫力
の低下を背景とした日和見感染症であるが，クリプトコックス属真菌は国内における
在来病原真菌の中で健常者にも発症する唯一の深在性真菌症原因菌である．したがっ
て，病原性は高く，Cryptococcus neoformans と C. gattii の Bio-safety Level は 2 とされ，
播種性クリプトコックス症は 5 類全数把握疾患に指定されている．クリプトコックス
属真菌の主な病原因子として莢膜，メラニン，接合型 α が知られている．その中で，
クリプトコックス属真菌はメラニンを産生することで，周辺環境に対する物理的な防
御や，宿主の免疫系を回避することが報告されている．クリプトコックス属真菌のメ
ラニンは，フェノール類酸化酵素の一種であるラッカーゼを触媒に，L-DOPA (LD) な
どを酸化重合し，黒色色素として産生される．メラニンを産生するクリプトコックス
属真菌は，宿主の T 細胞やマクロファージなどの免疫系を抑制することで感染や中枢
神経系などへの播種を成立させることが示唆されている．さらに，莢膜構造が異なる
C. neoformans と C. gattii いずれにおいてもメラニン産生能を有さない菌株は著しく病
原性を低下させることが報告されている．このようにメラニンが病原因子である可能
性を示唆する報告は多いが，L-DOPA から合成されるメラニンは不溶性であり，構造
や生化学的機能の解析は困難であり，報告も限られている．近年，アスペルギルス属
真菌が 1,8-Dihydroxynaphthalene (DHN) から合成し，分生子中に蓄積する DHN-メラニ
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ンは宿主の肺胞の血管内皮細胞に発現する MelLec と呼ばれる受容体に認識されるこ
とが報告され，真菌の産生するメラニンは宿主の免疫系に影響を与えることが考えら
れる．  
 そこで本研究では，クリプトコックス属真菌が産生するメラニンの真菌感染防御系
などの免疫機構への影響を生化学的に検証し，クリプトコックス感染症におけるメラ
ニンの役割について解明することを目的とし可溶性メラニンを調製し，解析を進める
こととした．  
 本研究は，第 1 章メラニンの可溶化方法の検討，第 2 章マクロファージにおける
HALD の真菌応答性抑制作用の解析，第 3 章 HALD の炎症モデルマウスに対する影
響から構成されている．  
 
第 1 章  メラニンの可溶化方法の検討  
 クリプトコックス属真菌はメラニ
ンを合成する際に LD だけでなく，
ホモゲンチジン酸  (HA)も基質とし
て利用しうることが報告されている．
そこで，HA を基質として LD に混和
し，メラニンの可溶化を試みた．HA
と LD を質量比 1：1 に混合し，ラッ
カーゼを作用させ，生成物の水溶性
を確認したところ，可溶性のメラニ
ン  (HALD) となることが明らかと
なった  (Fig. 1)．HALD の物性解析
を行った結果，窒素含量から HALD
中の HA と LD の構成比が 1：1 であ
った．また，HALD は一般的なメラ
ニンの性質と同様に強力な抗酸化活
性と紫外領域波長の吸収を示した．
MTT 法を用いて HALD の細胞毒性
について評価した結果，HALD は細
胞毒性を示さなかったため，詳細な
解析を行うこととした．  
 
第 2 章  マクロファージにおける HALD の真菌応答性抑制作用の解析  
 メラニン産生能を有するクリプトコックス属真菌は宿主の生体防御系を抑制し，健
常者に感染すると報告されている．さらに，メラニン産生株はマクロファージの機能
を抑制または回避することで骨髄などへの重篤な播種性の感染を成立させていると考
Fig. 1. Preparation of the solubilized melanin.
LD was mixed and polymerized with HA, and the polymerization
reaction was carried out using laccase as a reaction catalyst. The
yield was determined using the Folin–Ciocalteu method in terms
of LD equivalents. Filtration was performed using a 0.2 μm
membrane filter to confirm solubility. MMCO, molecular mass
cut-off.
L-DOPA : 45 mg
Homogentisic Acid : 45 mg
in Milli-Q water : 153 mL
AC (121 ºC, 20 min)
in shade
stirred for 24 hr at RT
Dialyzed (MWCO:50 kDa) 
against DIW at 4 ̊C , 2 days
Dissolved in endotoxin free water 
(1 mg/mL : LD conversion)
Yield (LD conversion) : 28.4 %
100 ̊ C for 20 min
Added
Laccase : 8.5 mg 
in 1M sodium acetate buffer (pH 5.0) :17 mL
LD + HA
HALD LD-melanin
Before Filtration
(0.2µm)
LD-melanin
えられている．自然免疫受容体である dectin-1 や dectin-2 は、マクロファージや樹状
細胞に発現しており，真菌細胞壁 β-glucan や mannan を認識し，生体防御応答を誘導
する．そこで、本章では骨髄由来マクロファージ（BMM）の真菌応答時における HALD
の影響を in vitro 解析した．  
 第 1 節では C. neoformans 菌体に対する免疫応答への HALD の影響を解析した．BMM
は C. neoformans 菌体に対し， IL-6 や TNF-α などの炎症性サイトカインを産生誘導し
た一方で，HALD 存在下ではそれらの産生が抑制された．さらに， HALD は C. 
neoformans によって誘導される ROS 産生も抑制した．  
 第 2 節では dectin-1 や dectin-2 のリガンドである PAMPs として， zymosanA，  
oxidized-Candida albicans (OX-CA)，mannan，C. albicans  water-soluble fraction (CAWS) 
などを用いマクロファージの応答に HALD が与える影響を解析した．その結果，HALD
はこれらの刺激による炎症性サイトカインの産生や ROS 産生を抑制した．一方で，
HALD は  PMA/ionomycin 刺激による ROS や炎症性サイトカインの産生は抑制しなか
った  (Fig. 2)．また，BMM の zymosanA，OX-CA 貪食能への影響を解析した結果，HALD
は dectin-1 を介した BMM の貪食能を抑制した．これらの結果から HALD は dectin-1
や dectin-2 応答性の抑制作用を有していることが示唆された．  
 
 第 3 節では、HALD による dectin-1 と dectin-2 応答性抑制効果が受容体に直接的に
結合することでアンタゴニスト活性を示しているか，ELISA 法により HALD と dectin-1
の結合性を解析した．その結果，HALD は dectin-1 と結合性を示さなかった．また，
HALD は dectin-2 との結合性も示さなかった．BMM に HALD を添加した際の dectin-1
発現量への影響をフローサイトメトリーにより解析した結果，HALD は dectin-1 の発
現量に影響を与えなかった．さらに，HALD 添加による dectin-1 応答性の細胞内シグ
ナルへの影響を解析するため，BMM を zymosan A で刺激し，細胞内シグナルへの影
響を Western Blot 法により解析した．その結果，HALD は zymosan A 刺激における，
dectin-1 下流シグナルである Syk や，アクチン重合の関連分子である Rac1 のリン酸化
を抑制した．これらのことから，HALD は dectin-1 と dectin-2 に対するアンタゴニス
ト活性を有しておらず，dectin-1 アゴニスト刺激時において，HALD による BMM の真
菌応答性抑制作用は細胞内シグナルの抑制作用に起因することが明らかとなった．本
章から，C. neoformans は，メラニンにより貪食細胞内での生存や，貪食細胞内からの
脱出を可能にし，貪食細胞と共に血液脳関門を通過し脳組織に移行することで髄膜炎
を発症することが推測された．  
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Fig. 2. Effect of HALD, a synthetic solubilized
melanin, on the ROS production system.
BMMs were stimulated with GM-CSF (1 ng/mL)
for 24 h. Then, the BMMs were incubated with
HALD (2 μg/mL). After 24 h, the luminol mixture
was added to the culture plate. (A) C. neoformans,
(B) dectin-1 agonists, (C) dectin-2 agonists ware
added to each culture plates, and then, the
chemiluminescence was measured immediately.
第 3 章  HALD の炎症モデルマウスに対する影響  
 自己免疫疾患の発症には，HLA，感染症，免疫調節不全など様々な因子が関与して
いることが推定されており，疾患ごとの発症機構の解析が進みつつある．近年，dectin-1
からのシグナル伝達はデキストラン硫酸 (DSS)誘発潰瘍性大腸炎の増悪因子であるこ
とが報告され，自然免疫系の調節不全が自己免疫疾患の発症機構の 1 つとして考えら
れるようになってきた．DSS 誘発潰瘍性大腸炎マウスモデルは生体における炎症状態
を模しており， in vivo における炎症反応の解析を行う上で適していると考えられる．
そこで，本章では HALD の in vivo による免疫抑制効果の解析として DSS 誘発潰瘍性
大腸炎マウスモデルを用いた．C57/BL6 マ
ウスに 4%DSS を連日自由飲水させ，潰瘍
性大腸炎マウスモデルを作製した．DSS の
投与開始日より，HALD を経口投与し，体
重の減少率と血便の観察，投与開始 10 日目
に大腸の長さの測定などを行った．その結
果，HALD は有意に DSS 潰瘍性大腸炎にお
ける体重減少や血便，大腸の短縮を抑制し，
in vivo における全身性の炎症を抑制した  
(Fig. 3)．また，HALD 経口投与によるマウ
スの dectin-1 応答性への影響を解析するた
め，HALD を経口投与したマウスの脾臓細
胞を zymosan A などの dectin-1 アゴニスト
で刺激し，産生されるサイトカイン量を測
定した．その結果，HALD は TNF-α や IL-6
などの炎症性サイトカインの産生を抑制した．これらのことから，HALD は in vivo に
おいても dectin-1 などの応答性を抑制し，免疫抑制作用を示すことが明らかとなり，
難治性疾患への可溶性メラニンの医療応用の可能性を示唆した．  
 
総括  
 本研究は可溶性メラニンの合成方法を確立したことでメラニンに関する詳細な解析
を可能とした．さらに本研究はメラニンが in vitro において，マクロファージの機能
を抑制することを明らかにし，クリプトコックス属真菌の健常人への感染成立や，感
染後の脳などへの播種にメラニンが関与していることを示唆した．また， in vivo にお
いて可溶性メラニンがマウスの炎症反応を抑制することを明らかにし，可溶性メラニ
ンの自己免疫疾患の医療応用への可能性を示唆した．  
 
【研究結果の掲載誌】  
1) FEBS Open Bio. 9. 791-800. (2019)  
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Fig. 3. Inhibition of inflammatory by HALD on
the DSS‐induced colitis in mice.
4% DSS were administered ad libitum daily with
drinking water to C57BL/6 mice for 7 days, and
HALD was orally administered for 10 days from
the day of DSS administration. On the 10th day
from the start of DSS administration, the length of
the large intestine of the mouse was measured.
Data are expressed as the mean ± standard
deviation (n = 5 per group). * * * p<0.001.
論文審査の結果の要旨 
 
クリプトコックス症は代表的な深在性真菌症であり、免疫不全患者等に発症することが多く、
予後不良である。クリプトコックス属真菌の主な病原因子として莢膜，メラニン，接合型αが知
られているが、それらの病原性の機序は不明な点が多い。本研究では、クリプトコックス属真菌
が産生するメラニンの真菌感染免疫機構への影響を免疫学的に検証し，クリプトコックス症にお
けるメラニンの役割について解明することを目的とした。本研究は、第 1 章 メラニンの可溶化
方法の検討，第 2章 マクロファージにおける HALDの真菌応答性抑制作用の解析，第 3章 HALD
の炎症モデルマウスに対する影響から構成されている。 
 第 1 章 クリプトコックス属真菌はメラニンを合成する際に L-DOPA （LD）だけでなく，ホモ
ゲンチジン酸 (HA)も基質として利用しうることが報告されている。LD を単独で基質としたとき
には不溶性メラニンを生成することから、HA と LD を混和し，ラッカーゼを作用させることによ
って、可溶性メラニン（HALD）が合成されることを見出した。この HALDは黒色水溶液であり、細
胞に対する直接毒性を示さず、強力な抗酸化活性を示した。 
 第 2 章 メラニン産生能を有するクリプトコックス属真菌は宿主の生体防御系を抑制し，健常
者にも感染すると報告されている。また、メラニン産生株はマクロファージの機能を抑制または
回避することで骨髄などへ病原体を移送し、重篤な播種性の感染を成立させていると考えられて
いる。そこで本章では骨髄由来マクロファージ（BMM）の真菌応答時におけるHALDの影響をin vitro
解析した。その結果、BMM は C. neoformance 菌体刺激に応答して，IL-6 や TNF-αなどの炎症性
サイトカインを産生したが、HALD存在下ではそれらの産生が抑制された。同様の抑制効果は、自
然免疫受容体アゴニストである Pathogen associated molecular patterns (PAMPS)刺激において
も認められた。また、貪食能も抑制した。これらの抑制作用を細胞内シグナル伝達系から解析し
たところ、HALD は自然免疫受容体 dectin-1 下流シグナルである Syk や，アクチン重合の関連分
子である Rac1のリン酸化を抑制することを明らかにした。  
 第 3 章 深在性真菌症に対する感染免疫においては、宿主が PAMPS 等に応答して自然免疫系な
らびに獲得免疫系を活性化し、炎症応答が惹起されることが、病原体の排除に重要なステップと
されている。そこで本章では、全身炎症モデルとして汎用されているデキストラン硫酸(SDD)誘発
潰瘍性大腸炎を惹起し、HALDを経口投与し、その効果を検討した。C57/BL6 マウスに 4%DSSを連
日自由飲水させ，DSSの投与開始日より HALDを経口投与したところ、HALDは DSS潰瘍性大腸炎に
おける体重減少や血便，大腸の短縮を抑制し，in vivo における全身性の炎症を抑制することを
明らかにした。また、HALD を経口投与したマウスの脾臓細胞を dectin-1 アゴニストで刺激し，
産生されるサイトカイン量を測定したところ、HALD 投与マウスでは TNF-αや IL-6 などの炎症性
サイトカインの産生が抑制されることを見出した。 
これらの結果から、C. neoformanceは，可溶性メラニンを産生し、貪食細胞内での生存や，貪
食細胞内からの脱出を可能にし，感染防御応答として惹起された全身炎症を抑制することで、貪
食細胞と共に血液脳関門を通過し脳組織に移行することで髄膜炎を発症する可能性のある事を示
唆した。 
本研究は、深在性真菌症の発症機序における可溶性メラニンの免疫抑制効果を明確にしたもの
であり、真菌感染免疫学の発展において示唆に富む結果を含むものであるから、博士（薬学）と
して、価値あるものと評価した。 
